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1. 緒言 
 
うつ病は抑うつ気分、興味関心の減退、意欲低下、体重減少、睡眠障害など
の精神的及び身体的症状を呈する疾患である。厚生労働省によると平成 30年度
の自殺者は 21,170 人とされており、このうち 10,423 人が健康問題を原因とし、
中でもうつ病をはじめとする精神疾患が多いとされている [1]。平成 29 年度の
うつ病を含む気分障害には 3,496 億円もの医療費が計上されており [2]、医療費
圧迫の面からうつ病の予防療法が注目されているものの、その治療満足度は未
だ十分に満たされていない。うつ病に対する第一選択薬として選択的セロトニ
ン (5-HT) 再取り込み阻害薬 (Selective serotonin reuptake inhibitor: SSRI) 及び
5-HT・ノルアドレナリン  (NAd) 再取り込み阻害薬  (Serotonin noradrenalin 
reuptake inhibitor: SNRI) があり、これらの薬物は三環系、四環系抗うつ薬と同等
の作用を持ちながら副作用が少ない為、現在臨床で汎用されている。しかしな
がら、これらの薬物であっても数週間にわたる長期的な服用が必要であり、患
者のコンプライアンス低下の要因となっている。 
抗うつ薬の作用機序としてこれまで脳内モノアミンの上昇に起因すると考え
られてきた (モノアミン仮説) [3, 4]。しかし、脳内モノアミンの上昇は数時間で
起こるにも関わらず、抗うつ作用が認められるには数週間に及ぶ服用期間が必
要である矛盾点があった。近年、海馬などの限局した部位においては身体の成
熟後も新生細胞の生成が認められる [5] ことが明らかになり、これは 5-HTの減
少 [6] やストレス反応により分泌されるステロイドホルモンの上昇 [7] で減少
し、抗うつ薬によりその減少が改善する。さらに、慢性的に抗うつ薬を投与す
ることで海馬歯状回顆粒細胞下層 (Subgranular zone: SGZ) で新生神経細胞が生
まれ、数週間かけて成熟しながら歯状回細胞層へ移動し海馬神経ネットワーク
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に組み込まれることで情動に関与する [8] ことから、抗うつ薬の作用機序とし
て神経細胞新生仮説が提唱されている。実際、うつ病患者やうつ病モデル動物
において海馬歯状回の神経新生細胞数は減少しており [9, 10]、抗うつ薬を慢性
投与することで神経新生の促進及びうつ様行動の改善が認められている [11]。
この神経新生促進に関与する物質として脳由来神経栄養因子  (Brain-derived 
neurotrophic factor: BDNF) が知られている。BDNFは Tyrosine kinase receptor type 
2 (TrkB) 受容体に高い親和性を持ち、結合することで下流のシグナルを活性化
して神経の増殖、分化、生存を促す。脳内の BDNF は血中 BDNF と相関性が認
められており、うつ病患者ではうつ症状の重症度が高いほど血中 BDNF は減少
し、抗うつ薬を投与することで BDNF 減少は改善される [12]。また、抗うつ薬
を投与しても神経新生及び抗うつ作用が海馬に放射線を照射されたマウスでは
認められなかった [11] ことから海馬神経新生は抗うつ作用に必須の機序の一
つとして考えられている。 
うつ病モデル動物として用いられている嗅球摘出  (Olfactory bulbectomy: 
OBX) 動物は行動学的変化及び神経化学的変化など、うつ病患者の臨床症状に
類似した症状を発現するのが特徴である。また、うつ病患者では嗅球の体積及
び嗅覚機能の減少が認められており、これらの減少はうつ症状の程度と相関を
示すとされている [13]。これまでに OBX動物を用いた実験で尾懸垂試験及び強
制水泳試験での無動時間の延長 [14, 15] やスクロース嗜好性試験におけるスク
ロース嗜好性の低下 [16, 17] などのうつ様行動に加え、血漿コルチゾール及び
副腎皮質ホルモンの増加 [18]、脳内のコリン、5-HT、NAd及びドパミン作動性
神経における障害 [19-22]、海馬 BDNFの減少 [15, 17] など生理的、生化学的変
化が確認されている。また、形態的変化としては側脳室、第三脳室の拡大と皮
質、海馬、扁桃体の萎縮 [23]、神経の機能や伝達に関与する樹状突起スパイン
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の減少 [24] や神経新生細胞数の減少 [15, 17, 25] が海馬で確認されている。こ
れらの障害は三環系抗うつ薬、SSRI、SNRIなどの抗うつ薬の慢性投与によって
改善する為 OBX動物は臨床的妥当性を充たしており、新規抗うつ薬を評価する
為のモデル動物として多くの研究グループで使用されている。 
近年、継続的な運動を行うことがうつ病の予防療法として注目されている。
これまでの研究で継続的な運動は血中BDNFの増加及び海馬神経新生の促進を
引き起こし、気分障害を改善することが報告されている [26-28]。運動による抑
うつ気分の改善にはAdenosine monophosphate (AMP) 活性化プロテインキナー
ゼ (AMP-activated protein kinase: AMPK) の関与が示唆されている [29]。この
AMPKは触媒サブユニットであるαと調節サブユニットであるβ、γの3量体で構成
されているセリン/スレオニンキナーゼの一種であり [29]、運動や飢餓などの
AMP/Adenosine triphosphate (ATP) 比の上昇により活性化することが知られてい
る [30, 31]。AMPKの活性化によりグルコーストランスポーターの発現上昇 [32] 
などを介してエネルギーすなわちATPの産生に傾くとされ、慢性疲労やインスリ
ン抵抗性に対してAMPK活性化薬の有効性が期待されている。実際、当研究室で
はAMPK活性化薬が抗疲労作用を有する [33] ことを報告している。また、糖尿
病 治 療 薬 で あ る Metformin 及 び 5-Aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D- 
ribofuranoside (AICAR)、ResveratrolなどのAMPK活性化作用を有する薬物がうつ
病患者やうつ病モデル動物のうつ様症状を改善したことが報告されている 
[34-36]。しかしながら、AMPK活性化による抗うつ作用のメカニズムについては
十分には解明されていない。 
以上の背景より、AMPK の活性化がうつ病の新規予防及び治療法を開発する
上で有用なターゲットに成り得ると考えられる。その為 AMPK 活性化による抗
うつ作用及びその作用メカニズムの解明を目的として、本研究では AICAR を
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OBXマウスに投与して行動薬理学的、神経化学的及び分子生物学的に検討した。 
 
尚、本論文の詳細については、 
Odaira T, Nakagawasai O, Takahashi K, Nemoto W, Sakuma W, Lin JR, Tan-No K., 
2019. Mechanisms underpinning AMP-activated protein kinase-related effects on 
behavior and hippocampal neurogenesis in an animal model of depression.  
Neuropharmacology, 150, 121-133. 
に掲載済みである。 
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2. 実験材料及び方法 
 
2.1. 使用動物 
実験には体重 28~32 g、6~7週齢の ddY系雄性マウス (日本 SLC) を使用した。
実験に供するまで温度は 22 ± 2 °C、湿度 55 ± 5%、明暗 12 時間サイクル (明期; 
8:00~20:00、暗期; 20:00~8:00) に管理されている環境下で飼育した。飼育にはプ
ラスチックケージ (30 × 20 × 15 cm) を使用し 1ケージにつき 5～6 匹で飼育し
た。飼育期間中は固形飼料 (船橋農場 F-2) 及び水道水を自由摂取させている。
全ての実験は東北医科薬科大学動物実験規定に基づき実施した。 
 
2.2. 使用薬物 
薬物はAMPK活性化薬としてAICAR (Toronto Research Chemicals) を使用した。
AICARはLiuらの報告に基づきSaline (扶桑薬品工業) に50及び100 mg/kgの用量
で溶解し、マウスの体重10 g当たり0.1 mLで投与した [36]。急性投与時には行動
試験30 分前に、反復投与の際にはOBX手術後14日目から7日間または手術後7日
目から14日間1日1回腹腔内 (i.p.) 投与し、投与終了24 時間後に行動試験または
組織の採取を行った。Myristoylated protein kinase (PK) C pseudosubstrate 
[Zeta-inhibitory peptide (ZIP); PKCζ 阻害薬; AnaSpec, Inc.] は5 μg/12 μL/dayの用
量となるようにRinger液  (扶桑薬品工業 ) に溶解しMINI OSMOTIC PUMP 
MODEL 2002 (Alzet) に充填し、背部に植え込みさらにBrain infusion kit 2 (室町機
械) と接続して脳室内に持続注入した。N-[2-[[(Hexahydro-2-oxo-1H-azepin-3-yl) 
amino]carbonyl]phenyl]-benzo[b]thiophene-2-carboxamide (ANA-12; TrkB受容体ア
ンタゴニスト; Sigma Aldrich) は0.15% Tween 80を含有したSalineに懸濁し作製
した。詳細なスケジュールは各々の結果中にて図表で示している。 
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2.3. 嗅球摘出法 
Pentobarbital Na (50 mg/kg i.p., 共立製薬) の投与による麻酔負荷後、マウスを
脳定位装置に固定し嗅球 (Olfactory bulb: OB) の真上の頭蓋骨に歯科用ドリル
で穴を 2 か所あけ、吸引 (真空機工製、C-12 型吸引ポンプ) によって Anterior 
olfactory nuclei を含む嗅球の 2/3 以上を摘出した。その後 Spongel (アステラス製
薬) を摘出箇所に埋め込み、止血処置及び回復期間を設けた後に実験に使用した。
OBX手術負荷による影響を検討する為吸引による OB摘出は行わず、OBを傷つ
けないように頭蓋骨に穴をあけ、Spongel で穴を塞いだだけのマウスを偽手術 
(Sham) 群として実験に用いた。なお、OBX 処置を行ったマウスについては実験
終了後に開頭し、脳を取り出して確認し前頭皮質まで傷があるものまたは OB摘
出が不十分なものはデータから除外した。 
 
2.4. 尾懸垂試験 (Tail-suspension test: TST) 
実験動物を逃避不可能の状況下で観察するとうつ状態の指標となる無動時間 
(動きを示さずぶら下がっているだけの状態) が発現する。抗うつ作用の評価は
この無動時間が対照群と比較して減少しているか否かで判断される。本研究で
は、AICAR 急性投与 30 分後または慢性投与 24 時間後に、マウスの尾の先端を
床上約 30 cm の高さに設置された紐にテープで固定し、10 分間の無動状態を測
定した。 
 
2.5. 強制水泳試験 (Forced swimming test: FST) 
FSTは Porsolt らの報告に準じて実施した [37]。25 ± 0.5 °C に調整した水を 14 
cm の深さまで満たしたプラスチック製の円柱状の容器 (直径: 20 cm、高さ: 25 
cm) の中にマウスを入れ、脱出口を探して側壁をよじ登ろうとするもがき行動 
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(Struggle)、容器の中を泳ぎまわる水泳行動 (Swimming)、及び水面から頭だけを
出している無動 (Immobility) の各行動の累計時間を 5 分間測定した。FST は
AICAR 慢性投与 24 時間後に行った。 
 
2.6. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 及びWestern blotting 
Sham 及び OBX マウスに Salineまたは AICAR を慢性投与し、最終投与 24 時
間後にマウスを断頭にて屠殺後、脳を摘出した。摘出した脳は Brain Slicer (室町
機械) を用いて背側海馬を切り出し、150 µL の CelLytic MT Mammalian Tissue 
Lysis/Extraction Reagent (Sigma Aldrich) で十分にホモジナイズした。遠心分離 
(15,000×g、15 分、4 °C) の後、上清 120 µLを抽出し 4×Laemmli sample buffer (300 
mM Tris-HCl, 8% SDS, 40% Glycerol, 12% 2-Mercaptoethanol, 0.012% Bromophenol 
blue, pH 6.8) を 1/3 量加え、95 °C で 10 分加熱処理することで Western blotting
用のサンプルとした。サンプルは 10%または 15%アクリルアミドゲルを用いて
SDS-PAGE を行い、分離したタンパク質を Polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 
(Bio-Rad) へセミドライ式トランスファー装置 (Bio-Rad) を用いてトランスフ
ァーした。トランスファーした PVDF 膜を 5%スキムミルク含有 Tris buffered 
saline with tween 20 (TBST, 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4) 
を用いて室温で 30 分間ブロッキングを行い、5%スキムミルク含有 TBSTで希釈
した下記の 1 次抗体とそれぞれ一晩 4 °C でインキュベートした。PVDF 膜を
TBSTで洗浄後、5%スキムミルク含有 TBST で希釈した西洋ワサビペルオキシダ
ーゼ (HRP) 標識抗ウサギ IgG抗体 (Cell signaling, 5,000 倍希釈) または HRP標
識抗マウス IgG抗体 (Cell signaling, 5,000 倍希釈) と室温にて 2 時間インキュベ
ートした後、化学発光検出キット (ECL Western blotting detection reagent, GE 
Healthcare) を用いて、HRP と基質により生じた化学発光を化学発光検出フィル
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ム (Hyperfilm MP, GE Healthcare) に感光させて検出した。化学発光検出フィルム
に現像したバンドは Image-J 1.43u (National Institute of Health) を用いて定量した。 
 
1次抗体及び希釈倍率は以下の通りである 
 ウサギ抗 AMPK 抗体 (Cell signaling, 1,000 倍希釈) 
 ウサギ抗リン酸化 AMPK抗体 (Cell signaling, 1,000 倍希釈) 
 ウサギ抗リン酸化 PKCζ抗体 (Santa Cruz Biotechnology, 1,000 倍希釈) 
 マウス抗リン酸化 Nuclear factor-kappa B (NF-κB) 抗体  (Santa Cruz 
Biotechnology, 200 倍希釈)  
 ウサギ抗リン酸化 Cyclic AMP response element-binding protein (CREB) 抗体 
(Cell signaling, 1,000 倍希釈) 
 ウサギ抗 BDNF抗体 (Santa Cruz Biotechnology, 100 倍希釈) 
 ウサギ抗 β-actin 抗体 (Cell signaling, 1,000 倍希釈) 
 
2.7. 免疫組織化学的染色法による共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析 
2.7.1 背側海馬における細胞増殖の変化の測定 
Saline または AICAR を 14 日間慢性投与し最終投与 2 時間後から、
5-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU; Sigma Aldrich; 75 mg/kg) を 2 時間おきに 3回投
与した。その 18 時間後に Pentobarbital Naを i.p. 投与して深い麻酔を施した後、
開腹し右心室より大動脈内にカニューレを挿入し、5 mL/min の流速で Phosphate 
buffered saline (PBS, pH 7.2, 4 °C) を 15 mL灌流し脱血した。その直後に固定液 
(4% Paraformaldehyde in PBS, 4 °C) を同じ流速で 40 mL灌流し、組織を固定した。
灌流固定後に脳を摘出し 4 °C の固定液に 30 分以上浸し再固定を行った。その
後 PBS で 15 分 4 回の洗浄を行い、20% Sucrose溶液中にて 24 時間浸した後に
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水分の除去を行ってから使用した。脳切片は M-1 embedding matrix (Thermo 
Scientific) を用いて脳を固定後、クリオスタット (Thermo Scientific) により
-12 °C で 40 µm の厚さに切り出した。その後凍結切片をゼラチンコーティング
したスライドガラス (26 × 76 mm) に貼り付け標本とした。作製した標本は 12 
時間脱気した後に使用した。脳切片の免疫染色は以下の方法で行った。 
 
1. 2N HCl を脳切片にインキュベートし 37 °C で 30 分間反応 
2. 0.15M Sodium Borate にて室温で 10 分間隔 2回洗浄 
3. PBS によりサンプルを 5 分間隔 3回洗浄 
4. 1% Normal goat serum (NGS, Rockland Immunochemicals) 及び 0.3% Triton 
X-100 含有 PBS (PBSGT) にて室温で 2 時間ブロッキング 
5. PBSGTで希釈した下記の 1次抗体をインキュベートし 4 °Cでオーバーナイ
ト 
1次抗体及び希釈倍率は以下の通りである 
 ラット抗 BrdU抗体 (Harlan SeraLab, 100 倍希釈) 
 マウス抗 Doublecortin (DCX) 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, 50 倍希釈) 
6. PBS によりサンプルを 30 分間隔 3回洗浄 
7. PBSGTで希釈した下記の 2次抗体及び核染色剤をインキュベートし 4 °Cで
オーバーナイト 
2次抗体及び核染色剤の希釈倍率は以下の通りである 
 Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗マウス IgG抗体 (Molecular Probes, 200 倍希釈) 
 Alexa Fluor 568 標識ヤギ抗ラット IgG抗体 (Molecular Probes, 200 倍希釈) 
 DAPI (和光純薬、100 倍希釈) 
DAPIは溶液化したものを上記の倍率で希釈し使用した。 
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8. PBS によりサンプルを 30 分間隔 3回洗浄 
9. Dako Fluorescence Mounting Medium を用いてカバーガラスで封入 
10. 解析までは 4 °C の暗室で保存 
免疫蛍光は D-Eclipse C1 confocal microscope (Nikon) により可視化させた。 
 
2.7.2. 背側海馬歯状回における細胞増殖の評価 
各脳切片の海馬歯状回 (Fig. 1の赤で囲んだ部位) を 20 倍の拡大視野で、2種
類の対応する波長の励起光を用いて蛍光を発光させ、画像としてコンピュータ
ーに取り込んだ。海馬歯状回を同定する為に DAPIを用いた。同時に新生細胞マ
ーカーである BrdU 陽性細胞数及び BrdU と未熟神経細胞マーカーである DCX
が共存している細胞数を群ごとにまとめ統計処理を行った。BrdU 及び
BrdU/DCX 陽性細胞数は 3 枚の切片の左右の合計値を合わせた値を背側海馬歯
状回全体の新生細胞数として算出した。 
 
Bregma: -1.70 mm 
Fig. 1. Diagram representing segment of the hippocampal dentate gyrus. 
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2.7.3. 背側海馬歯状回におけるリン酸化 AMPK及びリン酸化 NF-κBの局在の評
価 
Saline または AICAR を 14 日間慢性投与し最終投与 24 時間後に Pentobarbital 
Naを i.p. 投与して深い麻酔を施した。組織の固定及び脳切片の作製は 2.7.1. と
同様の手法で行った。脳切片の免疫染色は以下の方法で行った。 
 
1. PBS によりサンプルを 5 分間隔 3回洗浄 
2. PBSGTにて室温で 2 時間ブロッキング 
3. PBSGTで希釈した下記の 1次抗体をインキュベートし 4 °Cでオーバーナイ
ト 
1次抗体及び希釈倍率は以下の通りである 
 ウサギ抗p-AMPK抗体 (Cell signaling, 50 倍希釈) 
 マウス抗p-NF-κB抗体 (200 倍希釈) 
 ウサギ抗Neuronal nuclei (NeuN) 抗体 (Cell signaling, 100 倍希釈) 
 マウス抗NeuN抗体 (Millipore, 500 倍希釈) 
 ウサギ抗DCX抗体 (Abcam, 50 倍希釈) 
 マウス抗DCX抗体 (50 倍希釈)  
 マウス抗Glial fibrillary acidic protein (GFAP) 抗体 (Millipore, 200 倍希釈). 
 ウサギ抗Ionized calcium binding adaptor molecule 1 (Iba-1) 抗体 (和光純薬、
100 倍) 
4. PBS によりサンプルを 30 分間隔 3回洗浄 
5. PBSGTで希釈した下記の 2次抗体及び核染色剤をインキュベートし 4 °Cで
オーバーナイト 
2次抗体及び核染色剤の希釈倍率は以下の通りである。 
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 Alexa Fluor 568 標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体 (Molecular Probes, 200 倍希釈)  
 Alexa Fluor 568 標識ヤギ抗マウス IgG抗体 (Molecular Probes, 200 倍希釈)  
 Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体 (Molecular Probes, 200 倍希釈)  
 Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗マウス IgG抗体 (200 倍希釈)  
 Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗ウサギ IgG Fab フラグメント抗体 (Jackson 
Immuno Research Laboratories, Inc., 200 倍希釈)  
 DAPI (100 倍希釈) 
6. PBS によりサンプルを 30 分間隔 3回洗浄 
7. Dako Fluorescence Mounting Medium を用いてカバーガラスで封入 
8. 解析までは 4 °C の暗室で保存 
免疫蛍光は D-Eclipse C1 confocal microscope (Nikon) により可視化させた。 
 
2.7.4. 画像解析 (リン酸化 AMPK及びリン酸化 NF-κBの局在の評価) 
各脳切片の海馬を20 倍の拡大視野で2種類の対応する波長の励起光を用い蛍
光を発光させた上で、画像としてコンピューターに取り込んだ。NIS-Elements AR
解析ソフトを用い、各細胞マーカー陽性細胞上で p-AMPK または p-NF-κB が発
現しているか否かを目視で確認した。 
 
2.8. 統計処理 
実験結果は平均値 (Means) ± 標準誤差 (SEM) で示した。多群間の有意差検定
は 1 元配置または 2 元配置の分散分析後、Tukey-Kramer法を用いて検定を行っ
た。今回使用した検定法では危険率 5%以下を有意差ありと判定した。 
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3. 結果 
 
3.1. OBXのうつ様行動に対する AICAR の作用 
AICAR の抗うつ作用の有無を検討するために AICAR を急性 [Fig.2 (A)]、7日
間 [Fig.2 (C)] 及び 14 日間 [Fig.2 (E)] 投与後、抗うつ薬のスクリーニング方法
として使用されている TST を行った。OBX 手術から 21日目では Sham 群と比較
して OBX群では無動時間の有意な延長、すなわちうつ状態にあることが認めら
れた [Fig. 2 (B, D, F)]。この無動時間の延長は AICAR 100 mg/kg を急性 [Fig. 2 
(B)] 及び 7日間反復投与 [Fig. 2 (D)] では改善せず、14日間の慢性投与により
改善した [Fig. 2 (F)]。さらに TST とは異なる抗うつ薬スクリーニング法である
FST にて AICAR の作用を検討した [Fig. 2 (G)]。その結果 Sham 群と比較して
OBX 群では無動時間の有意な延長、すなわちうつ状態を示した。この OBX で
認められた無動時間の延長は AICAR を 14 日間慢性投与することで有意な短縮
を示した。以上の結果から AICAR 100 mg/kg を 14日間慢性投与することで抗う
つ作用が得られることが明らかとなった。以後の AICAR による抗うつ作用メカ
ニズムの検討には AICAR 100 mg/kg を 14 日間投与したマウスを使用している。 
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Fig. 2. Effects of AICAR on the tail-suspension test (TST) and forced swimming 
test (FST) in olfactory bulbectomized (OBX) mice. (A, C, E) Time course of the 
experimental protocol. (B) The immobility time was evaluated by the TST 30 min after 
vehicle or AICAR administration (i.p.) on the 21st day after OBX surgery. (D, F) The 
immobility time was measured in the TST 24 h after vehicle or AICAR administration 
for 7 days (D) or for 14 days (F). (G) The immobility time was measured by the FST 24 
h after vehicle or AICAR administration for 14 days. Vertical lines above bars represent 
mean ± SEM. **, p < 0.01 as compared between sham group and OBX group; #, p < 
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0.05 compared to sham + Vehicle group; $, p < 0.05 compared to OBX + Vehicle group. 
n = 8–13 animals in each group.  
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3.2. 背側海馬における p-AMPK、p-PKCζ、p-NF-κB、p-CREB及び BDNFの変化 
 OBXマウスに対し AICAR 100 mg/kgを 14日間慢性投与することで抗うつ作
用が得られたことから情動行動に関与する背側海馬を採取し [Fig. 3 (A)]、
AMPKとその関連分子の活性及び発現レベルの変化を Western blotting法によっ
て測定した。OBX 群の p-AMPK及び p-NF-κBは Sham 群と比較して有意な変化
は認められなかった。OBX群の p-PKCζ、p-CREBの活性レベル及び BDNFの発
現レベルは Sham 群と比較して減少傾向が認められた。一方、AICAR 100 mg/kg
を14日間慢性投与することでOBX/Saline投与群と比較してこれらタンパクのリ
ン酸化及び発現レベルは有意に増加していた [Fig. 3 (B-G)]。 
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Fig. 3. AICAR administration increases phosphorylation and expression levels of 
proteins in the hippocampus of olfactory bulbectomized (OBX) mice. (A) Time 
course of the experimental protocol. (B) Representative immunoblots probed with 
antibodies against p-AMPK, t-AMPK, p-PKCζ, p-NF-κB, BDNF, p-CREB, and β-actin, 
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as indicated. (C-G) Quantification of the normalized to t-AMPK values of p-AMPK (C), 
and of the normalized to β-actin values of p-PKCζ (D), p-NF-κB (E), BDNF (F) and 
p-CREB (G). Vertical lines above bars represent mean ± SEM. #, p < 0.05 compared to 
OBX + Vehicle group. n = 5–6 animals in each group. 
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3.3. AICAR 慢性投与による海馬歯状回における細胞増殖の変化 
以前より臨床で使用されている抗うつ薬は慢性投与することで海馬歯状回に
おける神経新生を促進させることが報告されている [8]。このことから AICAR 
100 mg/kg を 14 日間慢性投与することで海馬神経新生促進作用が認められるか
否か BrdU を術後 20 日目に 2 時間毎 3 回投与し翌日に灌流固定後、免疫組織化
学的染色法及び共焦点レーザー顕微鏡を用いて検討した [Fig.4 (A)]。今回は未熟
神経細胞マーカーであるDCX (緑) と新生細胞マーカーであるBrdU (赤) を使用
した。BrdU陽性細胞を増殖細胞として、これらのマーカーが共存している細胞
を神経新生細胞 (黄色) として細胞数を測定した [Fig.4 (B, C)]。海馬歯状回にお
ける増殖細胞及び神経新生細胞数は Sham 群と比較して OBX 群では減少傾向を
示し、AICAR 100 mg/kgを 14日間慢性投与することで有意に増加が認められた 
[Fig. 4 (D, E)]。 
 
20 
 
Fig. 4. Effects of AICAR on neurogenesis in the hippocampal dentate gyrus of 
olfactory bulbectomized (OBX) mice. (A) Time course of the experimental protocol. 
(B, C) Confocal images of brain slices stained with DAPI (blue) and BrdU (red) (B) or 
DAPI, DCX (green) and BrdU (C). Arrowheads point to double or triple positive cells 
in the subgranular zone (SGZ). (D, E) Quantitative analysis of the number of BrdU
+
 and 
BrdU
+
/DCX
+
 cells in SGZ sham- and OBX-operated mice treated with saline or AICAR. 
Vertical lines above bars represent mean ± SEM. #, p < 0.05 compared to OBX + 
Vehicle group. n = 5–6 animals in each group. 
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3.4.  AICAR の抗うつ作用に対する PKCζ阻害薬 ZIP の影響 
AMPK 活性化薬であるメトホルミンは PKCζ を介して神経新生を促進させ認
知機能を改善する報告がある [38, 39]。このことから AICAR 投与により認めら
れた抗うつ作用及び神経新生促進作用に PKCζ の活性化が関与しているか否か
を明らかにするため PKCζ 阻害薬である ZIP と AICAR を併用し検討した [Fig.5 
(A)]。OBXマウスへの AICAR 投与による無動時間の短縮は ZIP を併用すること
で消失が認められた [Fig. 5 (B)]。Western blotting法を用いた検討の結果 OBXマ
ウスにAICARを投与した際の海馬BDNF増加は ZIPを併用することにより有意
に抑制した [Fig. 5 (C)]。さらに AICAR を投与した OBXマウスで認められてい
た増殖細胞及び神経新生細胞数の増加は、ZIP を併用した場合有意に抑制されて
いた [Fig. 5 (D-G)]。 
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Fig. 5. Effects of ZIP on the anti-depressant effect of AICAR in olfactory 
bulbectomized (OBX) mice. (A) Timeline of the experimental protocol. (B) 
Immobility time measured with the TST on the 21st day after OBX surgery. (C) 
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Representative immunoblots probed with antibodies against BDNF and β-actin. 
Quantification of normalized values of BDNF relative to β-actin levels. (D, E) Confocal 
images of brain slices stained DAPI (blue), BrdU (red) and DCX (green). Arrowheads 
point to BrdU
+
 or BrdU
+
/DCX
+
 cells in the SGZ. (F, G) Quantitative analysis of the 
number of BrdU
+
 and BrdU
+
/DCX
+
 cells in SGZ of OBX mice treated with AICAR 
(i.p.) and ZIP (administered via an osmotic pump). Vertical lines above bars represent 
mean ± SEM. #, p < 0.05 compared to OBX + Vehicle group; $, p < 0.05 compared to 
OBX + AICAR group. n = 5–13 animals in each group. 
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3.5. AICAR の抗うつ作用に対する TrkB受容体アンタゴニスト ANA-12の影響 
神経新生促進にはBDNF及びBDNFの受容体であるTrkB受容体の活性化が関
与している可能性が考えられる。そのため AICAR による抗うつ作用に TrkB 受
容体の活性化が関与しているか否かを検討するため、TrkB 受容体アンタゴニス
トである ANA-12 を併用した場合の AICAR の作用を検討した [Fig.6 (A)]。
AICAR を投与した OBX マウスの無動時間の短縮は AICAR/ANA-12 を併用した
際、その短縮が消失した [Fig. 6 (B)]。また海馬神経新生作用への TrkB受容体の
関与を検討したところ、AICAR を投与することで認められた神経新生促進作用
は ANA-12を併用することで有意に抑制された [Fig. 6 (C-F)]。 
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Fig. 6. Effects of ANA-12 on the anti-depressant effect of AICAR in olfactory 
bulbectomized (OBX) mice. (A) Timeline of the experimental protocol. (B) OBX mice 
immobility time was measured by the TST on the 21st day after OBX surgery. (C, D) 
Confocal images of brain slices stained DAPI (blue), BrdU (red) and DCX (green). 
Arrowheads point to BrdU
+
 or BrdU
+
/DCX
+
 cells in the SGZ. (E, F) Quantitative 
analysis of the number of BrdU
+
 and BrdU
+
/DCX
+
 cells in SGZ of OBX mice treated 
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with AICAR (i.p.) and ANA-12 (i.p.). Vertical lines above bars represent mean ± SEM. 
#, p < 0.05 compared to OBX + Vehicle group; $, p < 0.05 compared to OBX + AICAR 
group. n = 6–13 animals in each group.  
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3.6. p-AMPKの海馬細胞内局在 
AICAR を投与した OBX マウスにおいて海馬に存在するどの細胞種で AMPK
の活性化が起こっているかを検討するため、NeuN (成熟神経細胞マーカー)、DCX、
Iba-1 (ミクログリアマーカー) 及び GFAP (アストロサイトマーカー) を使用し
p-AMPK との共局在の有無を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。細胞種マーカ
ーは緑で示されており、p-AMPKは赤で示されている。その結果 p-AMPKはNeuN、
DCX及び Iba-1陽性細胞で共局在が認められた [Fig. 7 (A-N)]。しかし GFAP 陽
性細胞においては p-AMPKとの共局在は認められなかった[Fig. 7 (O-S)]。 
 
Fig. 7. Phosphorylated AMPK is expressed in mature and immature neurons and 
microglia in the hippocampus of olfactory bulbectomized (OBX) mice treated with 
AICAR. Double immunofluorescence staining for p-AMPK and either NeuN (A-D), 
DCX (E-I), Iba-1 (J-N), or GFAP (O-S). (A) Low magnification image of the 
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hippocampus stained with p-AMPK and NeuN antibodies. The boxed area is shown in 
higher magnification in B. (C, D) Independent photomicrographs of NeuN (green; C) 
and p-AMPK positive cells (red; D). (E) Low magnification image of the hippocampus 
stained with p-AMPK and DCX antibodies and counterstained with DAPI. The boxed 
area is shown in higher magnification in F. (G-I) Independent photomicrographs of 
DAPI (blue; G), DCX (green; H) and p-AMPK positive cells (red; I). (J) Low 
magnification image of the hippocampus stained with p-AMPK and Iba-1 antibodies 
and counterstained with DAPI. The boxed area is shown in higher magnification in K. 
(L-N) Independent photomicrographs of fluorescent DAPI (blue; L), Iba-1 (green; M), 
and p-AMPK positive cells (red; N). (O) Low magnification image of the hippocampus 
stained with p-AMPK and GFAP antibodies and counterstained with DAPI. The boxed 
area is shown in higher magnification in P. (Q-S) Independent photomicrographs of 
fluorescent DAPI (blue; Q), GFAP (green; R) and p-AMPK positive cells (red; S). 
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3.7. p-NF-κBの海馬細胞内局在 
3.6. の結果より、AMPK シグナルの下流に存在する NF-κB が NeuN、DCX、
Iba-1 のいずれの細胞種で活性を示しているかを同様の方法を用いて検討した。
各細胞マーカーは緑で、p-NF-κBは赤で示されている。その結果 p-NF-κBはNeuN
及び DCX陽性細胞で共局在を示し [Fig. 8 (A-H)]、Iba-1陽性細胞とは共局在は
認められなかった[Fig. 8 (I-L)]。 
 
Fig. 8. Phosphorylated NF-κB is expressed in mature and immature neurons in 
the hippocampus of olfactory bulbectomized (OBX) mice treated with AICAR. 
Double immunofluorescence staining for p-NF-κB and either NeuN (A-D), DCX (E-H) 
or Iba-1 (I-L). (A) Low magnification image of the hippocampus stained with NeuN 
and p-NF-κB antibodies. The boxed area is shown in higher magnification in D. (B, C) 
Independent photomicrographs of fluorescent NeuN (green; B) and p-NF-κB positive 
cells (red; C). (E) Low magnification image of the hippocampus stained with DCX and 
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p-NF-κB antibodies. The boxed area is shown in higher magnification in H. (F, G) 
Independent photomicrographs of fluorescent DCX (green; F) and p-NF-κB positive 
cells (red; G). (I) Low magnification image of the hippocampus stained with p-NF-κB 
and Iba-1 antibodies. The boxed area is shown in higher magnification in L. (J, K) 
Independent photomicrographs of Iba-1 (green; J) and p- NF-κB positive cells (red; K) 
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4. 考察 
 
本研究ではOBXマウスのうつ様行動及び神経化学的な変化に対する海馬
AMPK活性化による抗うつ作用及びそのメカニズムを解明する為、AICARの作
用を行動薬理学的、神経化学的及び分子生物学的手法を用いて検討した。OBX
法から21日後ではOBXマウスはTST及びFSTでの無動時間の有意な延長を示し、
AICARを14日間慢性投与することで改善した [Fig. 2 (F, G)]。これは以前高脂肪
食とコルチコステロンを処置したうつ病モデル動物に対してAICARが有効であ
った報告と一致している [36]。今回の結果では急性投与や7日間投与では抗うつ
作用が認められなかった。SSRI及びNAd作動性・特異的5-HT作動性抗うつ薬 
(Noradrenergic and specific serotonergic antidepressant: NaSSA) などの抗うつ薬が
臨床効果を示すには数週間必要である [40] とされており、AMPK活性化による
抗うつ作用は従来の抗うつ薬と同様に慢性投与が必要であることが示唆された。
今回の実験ではAICAR 50 mg/kg及び100 mg/kgの2用量を用いて抗うつ作用を検
討し、TST及びFSTいずれの試験法においても100 mg/kgでより顕著な作用が認め
られ、これはLiuらの報告の用量と一致している [36]。このことからAICAR 100 
mg/kgの用量を用いてAMPK活性化による抗うつ作用メカニズムの検討を行っ
た。 
以前の報告では、運動または AICAR 投与により活性化した AMPK は、PKCζ
の活性化を介してグルコース取り込みを促進している  [32] こと、PKCζ は
NF-κB を介して NGF や BDNF などの神経栄養因子を増加させる [41] こと、さ
らにその BDNFは TrkB受容体及びその下流に存在する CREB [42, 43] を介して
神経新生を促進させる [44-46] ことが報告されている。これらの背景から海馬
における p-AMPK、p-PKCζ、p-NF-κB、BDNF及び p-CREB発現量を測定したと
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ころ、Sham 群と比較して PKCζ と CREB の活性化レベル及び BDNF 発現量は
OBX群で減少傾向が認められ、AICAR を投与することでこれらのタンパクの活
性レベル及び発現レベルは有意な上昇が認められた [Fig. 3 (C-G)]。さらに
AICAR 投与により認められた抗うつ作用及び BDNF 発現量の増加は PKCζ 阻害
薬である ZIP を併用することで抑制された [Fig. 5 (B, C)]。すなわち PKCζ/NF-κB
シグナルの活性化によりBDNFの分泌を促進させる [41] こと及び PKCζを介し
てうつ様症状を改善することを明らかにした。本実験で AICAR 投与による抗う
つ作用が ANA-12 で抑制された [Fig. 6 (B)] ことや p-CREBが AICAR 投与によ
って増加した [Fig. 3 (G)] ことから、PKCζ/NF-κBシグナル経路により生成され
た BDNF は TrkB 受容体に結合することで下流に存在する CREB 
(BDNF/TrkB/CREB経路) を活性化させたと考えられる。海馬 BDNF/TrkB/CREB
経路の活性化は神経新生を促進することが報告されている [44]。海馬神経新生
はうつ病との関連性が示唆されており、うつ病患者及びうつ病モデル動物では
神経新生の抑制 [9, 10, 15, 17, 25] や海馬体積の減少 [47, 48] が認められており、
これらは抗うつ薬の慢性投与により改善することが報告されている [48]。最近
当研究室ではNMDA受容体遮断薬であるMemantineを慢性的に投与することで
OBX マウスにおいて神経新生を促進させ、抗うつ作用が得られることを報告し
ている [15]。さらに海馬神経新生の促進は抗うつ作用の大きな因子であると考
えられている [11, 49]。その神経新生と AMPK または PKCζに関する研究につい
ては、これまでに AMPK/PKCζ活性化が海馬神経新生を促進する [38, 39] こと
及び PKCζの活性を阻害することでBDNFの減少と神経新生を抑制する [38, 41] 
ことが認められている。本研究でも AICAR 投与による神経新生の促進が ZIP や
ANA-12によって抑制された [Fig. 5 (F, G) and Fig. 6 (E, F)]。他のグループでも
TrkB 受容体アンタゴニストは Fluoxetine の抗うつ作用及び樹状突起スパイン密
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度の増加を消失する [50] こと、抗うつ作用を有する高麗人参の抽出物である
Ginsenoside Rg1による神経細胞の分化を抑制したという報告 [51] があり、今回
得 ら れた 結果 と 類 似 して いる 。以 上 の結 果か ら AICAR は 海馬
AMPK/PKCζ/NF-κB経路の活性化を誘発し BDNFを増加させ TrkBシグナル経路
活性化により神経新生の促進を介して抗うつ作用を示したと考えられる。 
これら抗うつ作用に関与する一連の経路が神経細胞、ミクログリア、アスト
ロサイトなどの海馬に存在するいずれの細胞種で起きているかを特定するため
p-AMPK、p-NF-κBを免疫組織染色し観察した。p-AMPKにおいては未熟、成熟
神経で共局在が認められた [Fig. 7 (A-I)]。さらに詳細に観察した結果、一部
p-AMPKは神経細胞の核内に存在していたことから AMPKが核内移行した [52] 
か、核内に存在している [53] ことが示唆された。AMPKの核内での局在は遺伝
子調節に関与する [53] ことが示唆されており、他の遺伝子調節因子と同様に海
馬における遺伝子発現の調節に関与している可能性が考えられる。また、
p-AMPK はミクログリアでも発現が認められた [Fig. 7 (J-N)]。Xu らによると
AMPK の活性化は、神経保護作用を有する M2 タイプのミクログリアの分化を
促進し、神経炎症促進作用を有する M1 タイプへの分化を抑制することでサイト
カインや神経炎症を減弱させると報告されている [54]。他のグループでは、グ
リア細胞内でのAMPKの活性化により Interferon-γ誘発性の炎症促進シグナルを
抑制した [55] ことや、NF-κB活性を抑制することで核内移行及び炎症反応を減
弱させたという報告 [56] が挙げられている。これらの報告から今回認められた
ミクログリア内での AMPK の活性化は炎症関連シグナルを抑制することで神経
炎症の減弱に寄与する可能性があると考えられる。実際、神経炎症の促進によ
りうつ病の病態が進行する [57] ことがすでに報告されており、抗炎症薬を投与
することで抗うつ作用が認められている [58]。さらに当研究室では OBXマウス
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の海馬においてグリア細胞誘発性神経炎症が亢進していることを報告している 
[15]。しかしながら、今回は AMPK の抗炎症作用について検討を行っていない
ため今後詳細な作用メカニズムを検討する必要がある。さらに p-NF-κB に関し
ては未熟及び成熟神経で共局在が認められた [Fig. 8 (A-H)]。NF-κBは PKCζに
より p65サブユニットの Ser311 をリン酸化されることが知られている [59]。こ
のリン酸化は海馬歯状回で発現が認められており [60]、このリン酸化により神
経の生存や転写の促進が引き起こされる [41, 59]。本研究では p-NF-κBが未熟及
び成熟神経細胞内に認められミクログリアに認められなかった理由として、
NF-κB の上流キナーゼである PKCζ の発現量がミクログリア内では多くないた
めである [61, 62] と考えられる。これらのことから AMPK/PKCζ/NF-κB経路の
活性化は神経細胞内で起こり、この活性化により BDNF 発現レベル上昇に至る
と考えられる。Fluoxetineは海馬新生細胞ではなく成熟顆粒細胞において 5-HT1A
受容体を活性化させることで抗うつ作用を発現するという報告がある [63] こ
とから抗うつ作用には海馬の成熟神経細胞が関与している。さらに、皮質の新
生細胞は NF-κB 活性を抑制することで神経の成熟化が阻害されることが報告さ
れている [64]。PKC は、NF-κB の共活性化因子である CREB 結合タンパク 
(CREB binding protein: CBP) と共に海馬未熟細胞内で同定されており、これらの
タンパクは神経細胞の成熟化に寄与している  [65]。これらの事実から
AMPK/PKCζ/NF-κB 経路を未熟神経細胞内で活性化させることで BDNF の自己
分泌を誘導し生存、分化に至ると考えられ、一方、成熟神経細胞内での活性化
は BDNFを細胞外分泌し新たな新生細胞の生成を促すと考えられる [66-68]。こ
れらの事実から、AMPK/PKCζ/NF-κB/BDNF/TrkB 経路は成熟神経細胞に対して
直接的に働き、一方で未熟神経細胞に対しては間接的に働くことで BDNF を増
加させ、神経新生促進に寄与すると考えられる。 
35 
 
今後の課題として、今回の結果より示唆されたミクログリアにおけるAMPK
活性化による抗神経炎症効果の可能性に着目し、その詳細な作用メカニズムの
解明と行動薬理学的並びに分子生物学的手法により検討する必要がある。 
以上の本研究での結果を総括すると、AICARは海馬成熟神経細胞及び未熟神
経細胞内のAMPK/PKCζ/NF-κB経路を活性化し、BDNF発現量の上昇を生じる。
次いで、BDNFがTrkB受容体に作用してCREBのリン酸化を介し、神経新生を促
進して抗うつ作用を示すことを明らかにした (Fig. 9)。また海馬AMPKを活性化
する薬物が新規抗うつ薬に成り得る可能性を示唆した。 
 
 
Fig. 9. Hypothesis of AICAR antidepressant mechanism. 
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